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Abstract 


Numbers of serum-free media have been so far devised for the isolation culture 
of Trichomonas vaginalis (Tv) and employed generally for the diagnosis of human 
trichomoniasis. These media, however, still have such an inconvenience that the 
aseptic harvest and storage of animal serum may be difficult under certain circum- 
stances. 

An attempt was made of the isolation culture of Tv from vaginal secretion of pa- 
tients with use of milk media, which contained cow milk but no serum, in order to 
examine on their capability of supporting the growth of this protozoa in comparison 
with a serum-containing medium, V-bouillon. Three media provided by the authors 
were derived from Samuels’ C7 medium (1965) and called TTM, TCM and PCM in ab- 
breviation. These were manufactured as described below: (1) TTM; 4.2g of trypticase, 
1.2g of liver extract, 0.3g of yeast extract and 7.5mg of KH2PO, were dissolved in 100m1 
of boiling distilled water. 8mg of citric acid, 20mg of thiomalic acid, 40mg of ascorbic 
acid and 0.5g of glucose were added to the solution after cooling. The solution was 
adjusted the pH to 6.0 with IN NaOH and sterilized with a Seitz filter. It was further 
added with 0.8mg of cholesterol, which was dissolved in absolute ethanol at the rate 
of 20mg per ml, and 0.25ml of sterile milk, and distributed into sterile test tubes 5 

ml per tube. (2) TCM; part A. 4g of trypticase, 1.2g of liver extract, 0.3g of yeast 


長崎 大 学 熱 帯 医学 研究 所 業績 第 506 号 


BOAT OT, 男女 と も 尿道 感染 が 少な く な いと と 


道 な どの 分 泌 物 を 検 鏡 し て Tv の 存在 を 確認 する と 同 
時 に , 培養 検査 を 行なう と と に より , 一 層 正 確 を 期す 
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extract, and 0.6g of NaCl were dissolved in 80ml of boiling distilled water and 
autoclaved after the pH was adjusted to 6.0. Part B. 0.5g of glucose, 100mg of 
cysteine HCl and 40mg of ascorbic acid were dissolved in 20ml of distilled water 
and sterilized with a Seitz filter after the pH was adjusted to 6.0. Then, 0.8mg of 
cholesterol and 0.25ml of sterile milk were added to the solution. Both solutions 
of part A and B were mixed aseptically and distributed into test tubes. (3) PCM; 
this was quite similar in constitution as TCM with only exception that 4g of peptone 
was used instead of trypticase. 

In this experiment, a milk-free medium (TC), in which milk was omitted from 
TCM was used as a control. V-bouillon was a kind of modified CPLM medium and 
almost similar in constitution as CPLM, which was reported by Johnson, Trussell 
and John in 1945, and shortened as VB in this paper. 

The outline of results obtained was summarized as follows: 

1) The detection rate of Tv in the isolation culture from 74 patients was equally 
24.3% (18/74) with any of three milk media and was 25.725 (19/74) with VB. From 
this result, no significant difference in detection rate was recognizable between any 
of milk media and VB. 

2) In the isolation culture of Tv with the milk media and VB, 80 to 90% of 
positive cases were confirmed within 48 hours of culture and the growth of Tv in 
the media was kept in satisfactory condition more than 96 hours of culture. 

3) Some of the strains newly isolated from patients were subjected to an exa- 
mination on the serial cultivation. The successive cultivation until the 8th generation 
was easily attained with use of TTM and VB, and the fairly good growth of Tv was 
usually demonstrated in both media. It was also possible with TCM and PCM in most 
of cases but these media could not be regarded as an appropriate medium for main- 
taining Tv, since the growth of Tv was usually lack of stability in the media. 

4) The milk free TC medium appeared to demonstrate no good result in the 
examination on the isolation culture and serial cultivation as well. 

From the results described above, it was concluded that an indispensable com- 
ponent for the growth of Tv might be contained in milk and TTM medium would 
be practically usable either in the isolation culture or in the serial cultivation of Tv. 


は L & に 
膝 ト リコ ュ モ ナス Trichomonas vaginalis Donné, 数 多く の 研究 が 行なわ れ て 来 た が , 培養 法 に 新 局面 を 
1937, 以下 Tv と 略す ) は , 婦人 の 膝 お よび 近接 臓 開拓 し た の が , Johnson, Trussell & John (1945) に 


よっ て 発表 され た CPLM 培地 に よる Tv の 純粋 培養 


が 知ら れ て いる . トリ ュ モ ナス 症 の 診断 に は , BR の 成功 で ある . 以来 , わが 国 で も CPLM 培地 を 参考 


Cysteine bouillon 血清 培地 な ど が 提出 され 境 養 
の の の 0 で きる 。 
それ ゆえ ただ, 本 原虫 の 培養 法 に つい て は , 古く か ら な っ た . 


に 浜田 (1953). の V-bouillon 培地 や 浅見 (1954) の 


検査 に よる Tv の 検出 が さか ん に 行なわ れる よう に 


し か し な が ら , cU bouor aklo m 
靖 を 不可 欠 の 成分 と し て お り , その た め に 血清 の 人 手 
お よび 保存 な どの 繁 雑 さ の た めも あっ て , 一 般 了 臨床 医 
家 の 間 で は 利用 範 四 が 制限 され ざる を えな い 傾 向 が あ 
っ た . と の よう な 理由 も あっ て , Tv 培地 組成 や その 
作製 過程 な どの 簡易 化 を は か る 目的 の 研究 や , 血清 中 
の 増殖 促進 物質 の 検討 を 目指 す 研 究 も 数 多く 試み られ 
て きた (Sprince, Kupferberg et al., 1947— 1948; 
池内 1989). 

それ ら の 研究 の 中 で 注目 すべ きも の の 一 つ は Sam- 
uels (1962, 1968) ら と よる 血清 を 用 い ず , 代 っ て 乳 
製品 を 使用 する 培地 で , Ty を 含む 各種 の トリ ュ モ ナ 
ス の 継 代 培 養 に 良好 な 成績 が 報告 され て いる . TOR 
地 は , 血清 の 代り に 肪 製品 と し て , light cream ある 
い は whipping cream を 培地 100ml に 0.01ml Z& 
加 す る も の で , 減 菌 方 法 も 最終 的 に オー トク レー ヴ 刀 
か け 得 る も の で あっ た . 

著者 ら は Samuels ら の C7 培地 を 基礎 に 各種 の 市 
取 当 製品 を 用 い Tv の 継 代 培養 を 比較 検討 し た 結 


R, 市 了 販 牛 乳 を その ま ゝ 用 いた 1 Hee (TTM 培地 ) 


C Tv が きわ め て 良く 増殖 し , 長期 間 の REE D 
可能 で ある と と を 認め た . そ と で , さら に と の TTM 
培地 を 簡易 化す る 日 的 で TCM 培地 , PCM Biba 2 
種 塔 地 を 作成 し , これ ら 3 種 の 牛乳 培地 を 用 いて , X 
者 材料 か ら の Tv の 分 離 培養 を 試み, SEMBO Ty 
検出 率 を 比較 し , 興味 ある 知見 を 得 た の で 報告 する と 
Ca: 


実験 材料 お よび 方 法 

1 供 試 培地 の 組成 お よび 作製 法 

使用 し た 培地 は , TTM, TCM, PCM の 3 種 牛乳 塔 
地 お よび TCM か ら 和 牛乳 の み を 除去 し た 無 牛乳 TCM 
培地 (TC と 略す ) T, これら の 対照 と し て 従来 広く 
AL oqvc &7210% his on V-bouillon (VB と 略す ) 
ADR UJ. いずれ の 培地 も , 材料 接種 の 直前 に 煮沸 
水中 で 約 10 分 間 加 温 後 , 水道 水中 で 急冷 し , Mom 
Ba Lr. 以下 簡単 に 各 使 用 培地 の 組成 お よび 作 
製法 を 記す . 

TTM 培地 (Trypticase- ず hiomalic-Milk-Medium ) 
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常温 で 溶解 する . 
Citric acid mg 
Thiomalic acid 20mg 
Ascorbic acid 40mg 
Glucose 0.52 
溶解 後 pH 6.0 に 調整 し , Fv Al Rar kU 
TARAS S. 


と れ 市 阪和 牛乳 (雪印 ホモ ナイ ズ 和 牛乳 )〕 100°C, 
30 分 , 3 回 蒸気 間 欺 滅菌 また は 120°C, 20 分 高圧 蒸気 
NL, 0.2Sm1l を 塔 地 100ml に 添加 さら に Choleste- 
rol 0.8mg (あら か じ め 0.4ml の 無水 Ethanol に 深 
解 ) を 加え る . 完成 し た 培養 液 を Sm1l PORE RIA 
に 分 注 し , 冷蔵 庫 中 に 保存 し た . 

TCM 培地 (Trypticase-Cysteine-Milk-Medium) 


A 部 
Dist. Water 80ml 
Trypticase Ag 
Liver extract 1.2g 
Yeast extract 0.3g 
NaCl 0.6g 


以上 を 煮沸 水中 で 加 温 溶解 後 , pH 6.0 に 調整 し 
120°C, 20 分 高圧 燕 気 滅 殴 すず る. 


B 部 
Dist. Water 20ml 
Glucose 0.5g 
Cysteine HCI 100mg 
Ascorbic acid _ 40mg 


DLE in CARE, pH 6.0 に 調整 し , ザイ ッ 現 
WOME IT KO GREATS 

A 部 と B 部 を 混合 し , さら に TTM の 場合 と 同様, 
滅菌 牛乳 0.25ml お よび Cholesterol 0.8mg を 加 
Aa. omlog 25 u0E9 Be 

PCM 培地 (Peptone-Cysteine-Milk-Medium) 

と の 培地 は TCM 培地 の Trypticase を Peptone 
4g に 置換 し た も の で , 他 の 組成 , 作製 法 は TCM x 
地 と 同様 で ある . 

V-bouillon 培地 (以下 VB と 略す ) 

CPLM 培地 の 一 変 法 で , 以下 の 組成 の も の を 用 い 
"Rom 


Dist. Water 100ml 
Trypticase 4.2g 
Liver extract 1.2g 
Yeast extract 0.3g 
KH2PO4 7.5mg 


EA Ex BAR PC HA L, 冷却 後 以 下 の 物 質 を 


Peptone 2g 
Liver extract 0.2g 
Yeast extract 0.2g 
Cysteine HCI 0.2g 
Glucose lg 
NaCi 0.9g 
Dist. Water 100ml 
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第 1 表 牛乳 培地 に よる 膝 ト リュ モナ ス の 検出 成績 
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Result of microscopic 
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13/74 15/74 


tH TH = 
十 * ー ー 
T H 世 


Table 1. Detection rate of Tv in the isolation culture from vaginal secretion of patients 


with milk media 


* Tv was detected 72 hours after inoculation. 
** Ty was detected 96 hours after inoculation. 
Total detection rate: 20/74 x100227.0(22) 


・ 1—3 in a field 
: More than 4 in a field 


FEA 


加 温 溶解 後 pH 6.0 に 調整 し , Sml ずつ 試験 管 に 
EL, 120°C 20 分 高圧 蒸気 減 菌 する . この 培地 は 
使用 直前 に 煮沸 後 和 急冷 し , 無菌 和牛 血清 を 0.5ml ずつ 
添加 し た . 

TC 培地 

と の 培地 は TCM 培地 と 組成 , 製作 過程 は 全く 同 
様 で ある が , 牛乳 は 加え られ て いな い . 


: No Tv in all microscopic fields (200x magnification) 
: Less than one Tv in a field 


2 愚者 材料 お よび 培養 方 法 
産婦 人 科 医 院 を 訪れ た 患者 を 任意 選択 し 培養 材料 を 採 
取 し た . 生理 食塩 水 5ml を 含む 滅菌 駒込 ピペット で 患 
者 の 膝 分 泌 液 を 吸引 し , 1,000 r.p.m., 10 分 間 遠 心 
TRL, 上 清 部 の 大 部 分 を 除去 し , 残部 を 接種 材料 と 
Lik. ピペット で 沈 淫 部 を 平等 に 混合 し , 各 供 試 培地 
に 等 量 宛 接種 し , 37°C Eme chi Uic. 以上 の 
操作 に よっ て , ある 一 つの 患者 材料 に つい て は 各 供 試 


牛乳 培地 に よる 膝 ト リュ モナ ス の 分 離 塔 養 に つい て 。 BS 


培地 に は 常に 同一 条件 の 接種 材料 が 同 量 ずつ 接種 され 
た も の と 見 な すこ と が で きる . な お , HEMRAH 
増殖 防止 の 目的 で 結 曲 ペ ニシ リン G カ リウ ム ( タ ケ ダ ) 
2,000u/ml, 結 唱 硫酸 ジヒドロ スト レプ トマ イン シン 
(明治 ) 2mg/ml を 添加 し た . 
培 槍 と 同時 に , 材料 の 1 部 を 直接 検 鏡 し 原虫 の 有無 
を し ら べ 比較 対照 と し た . 
3 Fl 定 
Tv の 増殖 の 有無 判定 は , 接種 後 24, 48, 72, 960 
各 時 間 毎 に 計 4 回 実施 し た . 培地 の 底層 部 より 減 菌 毛 
細管 ピペット で 静か に 1 滴 を 採取 し , 200 倍 拡大 で 検 
$iL. 連動 性 を 有する Tv の 有無 , 数 を し ら べ , 次 
の 基準 で 記号 表示 した. 
— Tv が 認め られ な い 場 合 
+ Tv が 認め られ た が 各 視 野平 均 1 未満 の 
場合 
Ho Ty が 各 和 視野 平均 1 一 3 の 場合 
Ho Tv が 各 視 野平 均 4 以上 の 場合 
4 EREB 
患者 材料 か ら Tv の 分 離 実験 に ひき つづ き , 原虫 
増殖 を 認め た 場合 の 数 例 に つい て , 各 供 試 培地 に よる 
継 代 培養 の 可否 を 検討 し た 、 と の 場合 も , RES 


下層 部 か ら 数 滴 を 採取 し , 新しい 境地 に 移 殖 し た . 


£ 験 成 績 

1 和牛 乳 培 地 に よる 検出 成績 

TTM, TCM, PCM の 3 種 牛乳 培地 と 血清 加 培 地 
で ある VB を 用 いて 思考 材料 か ら の Tv 検出 成績 の 
比較 を 行なっ た . 検査 数 74 例 に つい て , その 成績 を 第 
1 表 に 示し た . 

HEARED いずれ か ー つ に で も を Tv を 検出 し た 場 
合 を , その 検査 材料 に つい て 陽性 成績 と 見 な す と , 総 
検出 率 は 27.0 (陽性 例 数 20) T, 検 鏡 に よる 検出 率 
6.8% (陽性 例 数 S5), を は る か に 上 まわ っ た . FFL 
培地 は 3 種 と も , 検出 京 24.3 (陽性 例 数 18), VB 


1325.77 (陽性 例 数 19) と な り 牛 乳 境地 相 五 間 , お よ 


び VB と の 問 に は 検出 率 の 差 を 強調 し 得 な か っ た . 

表 1 に 見 られ る よう に , 陽性 例 の 大 部 分 は 各 供 試 培 
地 に 共通 の ケー ス で あっ た が , CK DPOB CH Sih 
の 培地 で は 陽性 で , 他 種 培地 で は 陰性 の 場合 が 認め ら 
れ た . こと の よう な 場合 に つい て は , 接種 材料 中 の 原虫 
数 が きわ め て 少数 で あっ た と と が , その 原因 の 一 つ に 
な っ た も の と 考え られ た . それ を 裏付け る 一 つの 知見 
と し て は , 検出 し 得 た 培地 中 で の 増殖 原虫 数 が いずれ 


第 2 表 牛乳 培地 (TOM) 24-3 58 CTC) IC k STER b Y EP ADR 


1 


Pacihiwe case No =. MOH | Result of microscopic 
T CM T C | V B examination 
No. 88 掛 44 = 
95 ie HE = 
101 +H ui 4H 
110 +t H H 
116 十 * = = 
120 H H H 
123 — + = 
130 + ++ em 
Rl eo eee 7/44 8/44 3/44 
No. examined 
Detection rate | 15.9 | 18.0 6.8 
(%) | | 
Detection rate of | | 
. 11.4 13.6 6.8 
a ++ and | 5/44 6744 3/44 


Table 2. Detection rate of Tv in the isolation culture from vaginal secretion of patients 
with a milk medium (TCM) and a milk-free medium (TC) 
* Tv was detected 72 hours after inoculation. 
Total detection rate: 9/44 x 100=20.5 (22) 
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も 少な い こと と が 注目 され た . と こと に No. 2 の PCM 
培地 で は , 全 視 野中 1 ヶ の 原虫 を 検出 し 得 た に すぎ な 
か っ た . し た が っ て , と の よう な 実験 例 に 基く 検出 成 
績 の 差異 を , 直ちに 培地 性 能 の 優劣 に 結び つけ る と と 
は で き な い と 思わ れる . 

第 1 表 中 , HEI CRA し た 検出 例 は , 増殖 原 
虫 数 が 比較 的 多く , SHORE CIE LAL RE BIZ 
原虫 を 確認 し 得 た 場合 を 示し た も の で ある . 換言 すれ 
ば , 特に 入念 な 検 鏡 を 経 ず と も を , 原虫 を 検出 し 得 た 陽 
性 例 と 言う こと が で きる . LTH, 持 の 例 数 の み を 
陽性 例 と し て 検出 率 を 求め る と , VB の 20.3 多 に 対し 


TCM, PCM は と も に 17.6 ダ め , TTM (414.9% 7$ 0, 


VB が 牛乳 培地 に 比 し , や や 優れ , 牛乳 培地 中 で も 
TTM が や や 劣る か の 成績 と な っ た が , VB と 各 和 牛乳 
培地 間 の 陽性 率 の 差 は , 有意 な も の と し て 採択 する こと 
と は で き な か っ た . GERE S5 %). 

2 和牛 乳 培 地 と 無 牛 乳 培地 の 比較 成績 

先 の 実験 の 結果 , 3 種 の 牛乳 培地 の Tv 検出 率 に 
は 優劣 の 差 を つけ 難い 成績 が 得 ら れ た ., 本 実験 で は , 
牛乳 境地 中 の TCM を 選び , こと これ と 無 牛 乳 TCM E 
Hh (TC と 略す ) と の 検出 成績 を 比較 し た . と の 培地 
は TCM 培地 と , 組成 , 製作 過程 は 全く 同様 で ある 
が , 牛乳 は 加え られ て いな い . 

その 成績 は 第 2 表 に 示し た が , 検査 総数 44 名 中 TC 


M で は 陽性 数 7 名 05.9225), TC で は 6 名 03.622 
の 成績 と な り , また 対照 と し た VB で は 8 名 (18.0%) 
で あっ た . 

検査 数 が 少な いた め , 上 の 成績 か ら は , 検出 率 の 差 
を 強調 する と と は で き な い が , 先 の 実験 の 場合 と 同様 
に , H, 寺 を 与え た 陽性 数 の み の 検出 率 を 求め る と 
VB 13.6%, TCM 11.4 め に 比 し , TC 136.825 となり 
TC が 他 2 者 に 比 し か な り 低 率 に IL まる よう に 解 邊 さ 
れ た . と の と と は 患者 材料 の 直接 検 鏡 に よっ て も 6.8 
の 検出 率 が 得 ら れ て いる 事実 か ら も 推測 する と と が 
で き , また 培地 中 の 原虫 増殖 度 や 増殖 を 示し た 期間 な 
ど を 総合 すれ ば , 無 牛 乳 培地 で ある TC が Tv 検出 
用 培地 と し て は 明らか に 他 よ り 劣 る も の と 判断 され た . 

3 培地 中 の 原虫 増殖 と 検出 期間 に つい て 

REE ORE, (LED CHARMS TTR, 
お よび 原虫 の 増殖 期間 を 知る た め に と , 先 の 検出 成績 を 
再 吟味 し た . 

第 3 表 に その 成績 を まとめ た が , TC を 除く 4 種 培 
地 で は いずれ も 培養 24 時 間 後 の 検査 で ほ ば 60 の 陽 
性 例 が 検出 され , 48 時 間 後 の 検査 で 約 20-30 多 が 新た 
に 検出 され る と と が 示さ れ た . 以後 は これ ら 4 種 培地 
で は 少数 の 新 検出 例 が 加わ っ た が , TC で は 72, お よ 
び 96 時 間 後 の 検査 で 新 し い 陽 性 例 が 認め られ な か っ た . 
た だ TC に 関し て は , 検出 例 が 少な いと と は 考慮 し な 


第 3 表 牛乳 培地 に よる 膝 ト リュ モナ ス の 培養 各 時 間 毎 の 原虫 検出 数 


Time Medium 
after TT M T CM PCM T C V B 
inoculation A* | Be A | B A | B A | B A | B 
| 12 12 15 15 11 11 5 5 17 
24 hours E^ 
a | 66.7 | 66.7 | 60.0 | 60.0 1.1 | 61.1 | 83.4 | 83.4 | 63.0 | 63.0 
4 16 7 22 5 16 i 5 6 23 
48 ^ 
22.2 | 88.9 | 28.6 | 88. 7.8 | 88.9 15.7 | 83.4 | 22.2 | 85.2 
1 15 1 23 0 | 16 0 4 3 | 26 
T2 ^ 
5.6 | 83.3 4.0 92. — | 88.9 | 一 66.7 | 11.1 | 96.3 
T ees 2 25 2 | 18 0 | 3 | 1 | 38 
96 7 | | | | | | | 
5.6 83.3 8.0 |100. 11.1 [320050 = A 000 3:7 31 0.6 
Total of | 
positive 18 25 18 6 27 
cases 


Table 3. Number of positive cases in Tv detection at each time of examination in the 


isolation culture with milk media 


* Column A indicates the number and percentage of new positive cases at each 


time of examination. 


** Column B indicates the number and percentage of total positive cases at each 


time of examination. 
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けれ ば な ら な いで あろ う . 

次 に 原虫 の 増殖 期間 を 知る 1 指標 と し て , 各 検 査 時 
間 毎 の 総 検出 数 を 吟味 し た . その 成績 で は , TCM, 
お よび PCM は 96 時 間 OAT, と も に 100 狐 の 検出 
率 と な り , それ 以前 に 検出 し 得 た 培養 例 は , た と え 24 
時 間 目 の 検査 で 検出 し 得 た 例 で あっ て も すべ て 96 時 間 
まで 増殖 が 維持 され た と と を 示す も の で あっ た . AH, 
TTM お よび VB は それ ぞ わ れ 83.3, 92.6% & なり 
どく 少数 の 検出 例 で は 96 時 間 後 に 原虫 増殖 が 確認 で き 
な いと と が 示さ れ た . また TC で は 96 時 間 後 まで 増 
婚 を 認め た 検出 例 数 が 全数 の 半数 と な り , tho: 
比 し , 原虫 増殖 期間 が 短 か く , 比較 的 早く 死滅 する も 
の で は な いか と 推測 され た . 

し た が っ て , 無 和 牛乳 塔 地 は 別 と し て , 牛乳 培地 で は 
原虫 の 増殖 も よく か つ 増 殖 原 虫 も 培養 4 H AET 
THE STS CBA CEMA, さら に どく 少数 例 
で は 培養 3~ 4 日 目 に は じ め て 検出 し 得る 事実 は , 接 


種 原虫 数 が た と え 僅 少 の 場合 で も , ES SOMME 
持 す る も の と 理解 され た . 

4 分 離 原虫 の 継 代 培養 成績 

第 4, 5 表 に 分 離 原虫 株 の 1 部 に つい て の 各 培 地 に 
よる 継 代 培 養成 績 を が し た . 

生乳 塔 地 お よび VB で は , TCM の 1 例 を 除き い 
ずれ も 8 代 ま で の 継 代 培 養 が 可能 で あっ た が , EARL 
Reh TC で は 試み た 2 例 と も , 初代 また は 2 代 で 継 
代 培 養 が 不可 能 と な っ た . 

一 般 に , どの 培地 に お いて も , 初期 数 代 の 間 は 原虫 
増殖 が 良好 で な く , 継 代 を 続け る に し た が い 増 殖 が 著 
明 と な ら り , 増 首 速度 も 安定 する 傾向 が 観察 され た . € 
た , 原虫 増殖 が 培地 底層 部 に 始ま り , 時 間 の 経過 と と 
Sic, 中 , 上 層 部 に お よぶ な と と が 見 られ た が , coc 
と は , 嫌気 性 培養 法 に よる 本 原虫 の 増 殆 態 度 と し て は 
当然 の 姿 と 受け 取ら れ た . た だ , 継 代 初期 で は 培地 寿 
層 部 の み に 増 殖 ぶ お とり, 中 , 上 層 部 に 増殖 の 波及 し 


第 4 表 和牛 乳 培 地 に よる 分 離陸 トリ ュ モ ナス 株 の 継 代 后 状 


Positive . Generation No. in subculture l l 
case No. Medium r P E i : | : : | : -| Possible to maintain? 
| 

TOM) +l db +] +] He +) n H Yes?* 

PROM) bd dies ape | abe CAE SUL dE 5 aes Yes? 

No.1 [mM ij wl a) ep ey] + | n | ng Yes? 
V Bl +4 tH Ht H TEF ant HH + Yes 

TCM, + H + + H ae + + Yes? 

PCM! + MW Hd Ht 3T HW "t Ay Yes 

£ TTM; Ho +) +) +] a RU d Yes 
EM. Ber died anes QE Ste dibs qae] be oe Yes 
‘rom! 4 ; e | e (p - i4 j| g5gigwls Yes 
IPCM| + He’ e dee cse S DB supe ||| ck Ld. Yes? 

M TTM 一 xz n " SOR EXE: Yes 

W BO eh ee do a scope cl iss shes s Yes? 

'TCM # | HE | dE |o | Ho +) H+ | Yes? 

IPCM | # 4H | Hy +) HY] t+] t+ | Yes? 

18 mvTM| el H ala] +] de d og [OH | Yes 
v B| ela ELEI wd Yes 

TEM ee ar E e oe A ane e Yes? 

POM P a eof Pcp ae e e a | Yes? 

19 mTM| + | +) ! m | n d dg d n H Yes 

M B T | Ti | Wo; oH a) ttt H HH Yes 


Table 4. Examination on the serial cultivation of isolated Tv strains with miik media 
* Yes? means that the serial cultivation was possible but the growth of Tv in 


the medium was not stable. 


86 
な い 場 合 も 多かっ た . また VB で は 原虫 の 毅 塊 が し 
ば し ば 見 られ た が , お そら く 使用 し た 和牛 血清 に その 原 


因 が 求め られ る も の で あろ う . 

3 種 和 牛乳 培地 中 , TTM で は も っ と も 原虫 増殖 が 顕 
著 で , VB を し の ぐ 様 相 を 示す と と が 多かっ た . また 
同 培地 の No.12 の ケー ス で は 第 1, 2 代 で 原虫 検出 が で 


き な か っ た に も か か わら ず , 盲目 継 代 を 続け た と と ろ , 


中 株 敏夫 ・ 宮 田 舟 


第 3 代 以 後に は 原虫 増殖 が 観察 され た が , これ ら の 事 
実 か ら , TTM が 継 代用 培地 と し て も 優秀 で ある と と 
を 知っ た . 

{ioe Beh TCM, PCM で は 注意 深い 観察 と 操 
作 の 元 で は 8 代 ま で の 継 代 培 養 が 可能 と 考え れ た が , 
TTM お よび VB に 比 し , 原虫 増殖 が 不安 定 で , HK 
代用 培地 と し て 推 賞 し 難い も の で あっ た . 


第 5 表 牛乳 培地 と (TCM) と 無 邊 乳 培 地 (TC) ICL OTM BU moe ARRON 


Positive 削れ 
case No. Medium rj ; | 2 j 
T C E a 
No. 101 TCM, i ++ + + 
v Bog "jw, 
T C abe earn T ea m 
10 |TCM!| + gp did s 
v BS ||, 


Generation No. in subculture 


Ht 


H 
H 


Possible to maintain? 


slelzls 

No 
= No 
H dt +H Yes 
No 
ut TF H Yes 
E EE, Yes 


Table 5. Examination on the serial cultivation of isolated Tv strains with a milk medium 
(TCM) and a milk-free medium (TC) 


zx ER 

腔 トリ ュ モ ナス 症 の 診断 に は , 患者 材料 の 顕微 鏡 検 
査 の みな ら ず , 培養 法 を 併用 する 方 が , は る か に 高い 
検出 率 が 得 ら れる と と は 衆 知 の 事実 で ある . この 目的 
の た め に , 各種 の 分 離 用 培地 が 考案 さき れ て いる が , JF 
地 の 主 成分 で ある 無菌 血清 の 入手 , 保存 が 困難 な と と 
や 培養 換 作 の 繁 雑 さ な ど の た め , ひろ く ぐ 一 般 臨 床 医 に 
使用 され る に は 多少 の 難点 を 残す も の で あっ た . 
著者 ら が 血清 の 代り に 乳 製 品 を 用 いた 培地 の 作製 を 
試み た 目的 の 一 つ は , と これら の 難点 を 打開 する こと に 
あっ た . 乳 製 品 加 培地 に 関し て は Samuels ら が 提出 
し た 2, 3 の 培地 が あり , その 追試 を 試み つつ さら に 
改良 を 加え , 当初 の 研究 目的 を 満た そう て 意図 し た も 
の で ある . 結論 的 に は , 著者 ら が 得 た 牛乳 培地 は Tv 
の 分 離 用 培地 と し て は 秀 れ た 能力 を 示 し た が , 培地 作 
製 の 簡易 化 の 点 で は 必ず し も る 初期 の 目的 に 沿う も の と 


_ は な ら な か っ た . 


今回 の 実験 に 用 いた 和牛 乳 加 培 地 は TTM, TCM, 
PCM の 3 種 で あり , その 中 で TTM は 当 研 究 室 保存 
の Tv 5 株 を 用 いて , 長期 間 の 継 代 培養 が で きる と と 
を あら か じ め 確 認 し た も の で あっ た . 他 2 者 は TTM 
を 簡易 化す る 試み で 作製 し た も の で ある . 

これ ら 3 種 の AAPL HICK 5 Tv の 検出 率 は 対照 
こし た 血清 加 培 地 V-bouillon の 検出 率 と の 間 に 有 


意 差 を 認め る と と が で き な か っ た . それ ゆえ に , 和牛 
乳 培地 は いずれ も 分 離 培養 z 基 と し て は , 従来 より 賞 
用 され て きた VB と 同様 に 使用 し える も の と 考え ら 
れ た . 分 離 成績 中 に は , 同一 検査 材料 の 検出 成績 が 供 
試 塔 地 寺 よっ て 相違 する ケー ス が 少 訓 観察 され た . C 
の よう な 検査 例 で は 培養 材料 中 の 原虫 数 が きわ め て 少 
数 で あっ た と 考え られ , 本 実験 の 如く 数 種 塔 地 を 傍 用 
し , 同一 条件 下 に 分 離 成績 を 比較 する 場合 に は , ある 
程度 , 不可 避 の 現象 と いう こと と が で きよ う . し た が っ 
C, この よう な ヶ ケース に 基づく 検出 成績 の 差 を 直ちに 
培地 の 優劣 に 結び つけ る こと と は 困難 で ある ろう. 

原虫 の 増殖 度 に 関し て も , 牛乳 培地 は 3 種 と も VB 
と 同様 に すぐ れ た 性 能 を 示し た . すなわち , 培養 4 日 
間 の 観察 で は , 培養 24, 48 時 間 後 の 検査 で 全 陽性 例 の 
85~90 あ が 検出 され , 以後 , 少数 の 残部 が 検出 され て 
いる . し か も る 初期 に Tv が 検出 され た 培地 で は 96 時 間 
後 ま で 原虫 増殖 が 持続 され る と と を 確認 し た . また 少 
数 例 で は 72, 96 時 間 目 の 検査 で 初め て 原虫 検出 が 陽性 
と な っ た が , か か る ケー ス は , 少数 の 原虫 接種 の 場合 
で も こと これら の 培地 が よく その 増殖 を 支持 する と と を 物 
語っ て いる . 

TTM, TCM, PCM 3 種 和牛 乳 塔 地 は 以上 の 考察 の 


如く , Tv の 患者 材料 か ら の 分 離 用 と し て は , 等 し く 
BATSE OCHA CPR sqm, 分 離 原虫 の 継 代 培 
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FEICOUY TO HRA Cit, か な ら り 明瞭 な 優劣 の 差 を 
示し た . 各 培 地 と も , 8 代 ま で の 継 代 培 養 が 可能 と 考 
えら れ た が , TCM, PCM の 両者 で は , 原虫 の 増殖 度 
が 不安 定 で , 入念 な 観察 の 元 に 継 代 を 続け ね ば な ら な 
か っ た . と の と と か ら , と の 両 培地 は 継 代用 培地 と し 
て は 妥当 な も の と は 考え られ な か っ た . 他方 , TTM 
は 対照 と し た VB と 同様 に , 継 代 を 重ね る に し た が 
い , 原虫 増殖 度 が 安定 した. また No.12 の 如く , 初期 
2 ROB HERE, 原虫 増殖 が 確認 され た 場合 も あっ 
te. それ ゆえ た だ , SEREDAN DF, Tv に 対す る 
ー 般 培養 z 基 と し て も , TTM が きわ め て すぐ れ た も の 
Ae Ss 

無 牛 乳 TCM 培地 (TC) は , 分 離 実験 は も と より , 
継 代 培養 に お いて も , 良好 な 成績 を 示さ ず , 和牛 乳 添加 
の 有無 が Tv 培養 に 大 き な 意味 を 決定 づけ る も の で 
ある と と を 知っ た . た だ 分 離 培養 で は TC に お いて も 
直接 検 鏡 を 上 回 る 検出 成績 が 得 ら れ た . 一 般 に 患者 材 
料 中 の 原虫 数 が 多く , また , 原虫 接種 時 に 材料 中 の 各 
種 共 存 物 が 原虫 と 共に 培地 中 に 持ち 込ま れ た 場合 に は , 
た と え 培地 の 性 能 が 不 完全 で あっ て も , 一 時 的 は 上 原虫 
増殖 を 観察 する こと が 少な く な い . その 意味 か ら す れ 
ば , TC が ある 程度 の 検出 率 を 与え た の も 当然 と 考え 
られ る . 

牛乳 加 匿 地 に 用 いた 牛乳 は , 雪印 ホモ ナイ ズ 和 牛乳 
(120°C 2 秒殺 菌 ) で , 間 若 滅菌 また は オー トク レー 
〆 で 減 菌 し た も の を 培地 100m1 に 0.25ml の 割 に 添 
加 し た . 培地 は 和牛 乳 添加 に よっ て , PICA ha 
と な っ た が , 使用 上 の 不便 さ を も た ら す 程 の も の で な 
か っ た . CONSUE, 予備 実験 に お いて O.lml な 
いし 0.5ml の 範囲 で は , ほとん ど 同 程度 の 原虫 増殖 
を も た ら す と と や , 培地 の 白濁 度 な どか ら 決 定 し た も 
の で ある . な お この 点 に つい て は 別に 報告 する 予定 で 
ある . 

本 研究 で 提出 し た 3 種 和 牛乳 堪 地 は , いずれ も その 製 
注 の 簡易 化 の 点 で は 当初 の 目的 に 沼 う も の と は な ら な 
か っ た が , 騰 分 泥 液 か ら の 分 離 培地 と し て は , 有用 度 
の 高い も の で ある と と を 認め た . と と に TTM XE 
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は , 分 離 培 養 の みな ら ず , 原虫 の 維持 継 代用 培地 と し 
て も すぐ れ た 性 能 を 持つ と と を 知り 得 た . 
結 aiti 

騰 ト リュ モナ ス の 分 離 用 培地 と し て , 製法 の 容易 な 
無血 清 培 地 を 作製 する 目的 で 3 種 の 牛乳 加 塔 地 TTM, 
TCM お よび PCM を 考案 し , これ ら の 培地 に よる 加 
者 材料 か ら の 原虫 分 離 お よび 継 代 塔 養 に つい て 検討 し 
fe. な お 対照 と し て , 和牛 血清 加 塔 地 V-bouillon を 
用 い 成 績 を 比較 した. 得 ら れ た 成績 は 次 の 通り で ある . 
1. 膝 分 泌 物 か ら の Tv 分 離 培養 で は , SPI 
地 と も に VB に 劣ら ぬ 検 出 成績 を 示し た . 検出 率 は , 
検査 材料 74 例 中 TTM, TCM, PCM は と も に 24.3 多 
(陽性 例 数 18), VB は 28.7 錠 (陽性 例 数 19) で あっ 


rae 

2. 原虫 の 増殖 度 お よび 増殖 維持 期間 に つい て も 3 
種 牛 乳 培 取 は VB と 同様 の 成績 を 示し た . すなわち , 
いずれ の 培地 に お いて も , PH O80~90% 25353848 
時 間 以 内 に 検出 され , か つ そ れ ら の 原虫 増殖 は 96 時 間 
日 まで 維持 され る と と を 認め た . 

3. 8 代 ま で の 継 代 培 養和 を 試み た 結果 TTM で は 
原虫 増殖 が 良好 で 継 代 も 容易 で あっ た . WJ, TCM, 
で は 原虫 増 将 が 不安 定 で 継 代 は 可能 で あっ た が , 維持 
培地 と し て は 適当 な も の と は 考え られ な か っ た . 

4. 無 和 牛乳 培地 TC で は , 分 離 培養 成績 が 悪く , 
継 代 培養 も 不可 能 で あっ た . 

以上 の 成績 か ら , 3 種 の 牛乳 培地 は Tv 分 見 培養 に 
使用 し 得る と と を , また TTM は 原虫 の 継 代 培地 に 
も 応用 し 得る と と を 知っ た . 

稿 を 終る に 当り 患者 材料 採取 に 関し , 多大 の 御 和 協力 
を いた だ いた 原口 医院 , 原口 哲之 博士 に 深謝 する . 

と の 研究 は 昭和 40 年 度 文部 省 科 学研 究 費 に 負う と と 
る が 大 きい . 附 記 し 謝意 を 表す る . 
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